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論文の内容の要旨
アデノウイルス (Ad) は、転写のモデル系として転写制御機構の解明に寄与してきた。しかし、 Ad自身
の転写制御機構についてはまだ不明な点が存在している。感染初期におけるウイルスクロマチン構造、そし
て後期における DNA複製に依存した後期遺伝子の活性化の機構は未だ明らかとされていなしh そこで、本
研究では感染初期および後期における Adのクロマチン構造変換による転写制御機構を明らかにすることと
した。また、 Adのクロマチン構造による制御機構と初期発生におけるクロマチンリモデリングとの類似性
について考察し、 Adが初期発生のモデルとなり得るか検討した。
(対象と方法)
Adの感染初期において細胞のとストンがウイルスクロマチンに取り込まれる可能性が示唆されていたた
め、抗ヒストン抗体によるクロマチン免疫沈降法等を用いてその可能性を検討した。また、感染初期ではウ
イルスクロマチンにウイルス由来の塩基性タンパク質であるコアタンパク質が結合していることが示されて
いたが、その細胞内での機能は不明であった。そこでリコンビナントのコアタンパク質と DNAとで再構成
した複合体を細胞内に導入して、細胞内における転写への機能を検討した。また、リコンビナントのコアタ
ンパク質を用いてゲルシフトアッセイ等の生化学的手法を行い、その機能を解析した。
感染後期において、後期遺伝子はDNA複製に強く依存していることが知られているが、その詳細は不明
であった。そこで、 DNA複製の前後におけるウイルスの遺伝子発現パターンを RT-PCR法で確認した。そ
の結果から、後期遺伝子の活性化には高次クロマチン構造による制御機構の存在が示唆された。そこで、高
次クロマチン構造に関与することが報告されている CTCFの後期遺伝子発現制御への関与をクロマチン免疫
沈降法で検討した。また、ウイルスのDNA複製の場である複製fociについて間接蛍光抗体法によって検討
した。
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(結果)
感染初期において、ウイルスクロマチンはウイルス由来のコアタンパク質と細胞のヒストンが共に結合し
て、転写の鋳型として機能していることが明らかとなった。このとき、ウイルスクロマチンにはヒストンバ
リアントの一つである H3.3が結合していた。また、転写に抑制的に機能すると考えられていたコアタンパ
ク質は、細胞内において転写を促進する機能を有していることが示された。
感染後期において、 DNA複製により後期遺伝子の活性化がグローバルに制御されていることが示唆され
た。クロマチンループを形成することが報告されている CTCFのDNA複製依存的なウイルスクロマチンへ
の結合が明らかとなった。また、感染後期においてウイルス DNA複製 fociにおいて、ヒストンおよびDNA
の局在変化が観察された。
(考察)
感染初期において、ウイルスクロマチン上に結合したヒストンの修飾状態等から、細胞のクロマチンと同
様の転写制御機構が存在していることが示唆された。また、受精の際に精子クロマチンに取り込まれること
が知られている H3.3がウイルスクロマチンにも液り込まれていたことから、 Adの感染初期におけるウイル
スクロマチン構造変換は精子クロマチンのリモデリングに類似していることが示唆された。また、試験管内
では抑制的に機能すると考えられていたコアタンパク質は、細胞内においては転写に正に機能した。この効
果はコアタンパク質が細胞内においてウイルスクロマチン構造を制御するためであると考えられた。
感染後期において、初期遺伝子と後期遺伝子は DNA複製によってその発現パターンがグローバルに制御
されていた。この制御において CTCFによる高次クロマチン構造の関与が示唆された。また、ウイルス
DNA複製 fociにおいて、ウイルス DNA複製関連因子 DBPがヒストン等の局在変化に関与している可能性
が示唆された。
審査の結果の要旨
本研究では、アデノウイルスを用いて生化学的および細胞生物学的に実験を進め、アデノウイルスの転写
制御について詳細な解析を行った。感染初期と後期におけるクロマチン構造と転写に関して、ウイルス由来
因子と細胞由来因子関の機能的関係を明らかにし、特にコアタンパク質、ヒストン H3.3、CTCFなどの因子
がどのようにアデノウイルスの転写制御に関与するかを示した。さらに、この系でみられるクロマチン構造
変換制御が初期発生と類似した点にまで考察を行い、アデノウイルスのクロマチン構造変換が発生時と類似
の制御を受けている可能性を示したことは、高く評価される。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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